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Yasuo SAKAGAMI 1959 Effects of Freezing and Thawing on Growth and Metabolism 
of Yeast Cells. Low Ternperαt旬γeSc加we，Ser. B， 1';'. (With English resume p. 124) 

酵母の発育及び代謝に及ぼす凍結融解の影響を

坂上康雄

(低温科学研究所 医学部門j

(flB刑!34 if-7月S'l:i'll)

I.緒 一言

微生物lこ対する派結の影響については，従来多数の報告1ト 6)があり，そのうち酵母細胞に

ついて行われた研究だけをあげてもかなりの数に上る。我々の研究室に於てもこれまでに形態

的或は機能的な立場からい為いろと検討7)-12)が行われてきたが， 凍結による細胞障害の機序

に関しては未だ明らかでない点が少なくない。

一般に細胞ω凍結融解実験に於て，細胞が穏々の障害をうけることは知られているが，その

うちで細抱の発育機能がどのような影響をうけるかについては，僅かに Proom& Hemmons13) 

が種々の菌を用いて行った実験で， 凍結乾燥菌はその誘導期が延長すると述べたのに対し，

Fry & Greaves川は Paracolonbacil1usを用いて，その延長は菌数の差違によって生じたもの

で，本宜的にはやI等変質しておらないと述べている程度で，酵母については調べられていない。

著者は特にこの点lこ重点をおいて検討を試みた。例えば凍結融併によってある程度闘は死

滅する。しかし生烈った闘は果して正常と同様の生理機能を有するかどうか，特に発育能力lこ

於て何等かの障害をうけていないか否かを検討するのが本実験の主たる目的である。

II. 実験材料並びに方法

1) 使用材料

実験にはすべて Saccharomycescerevisiae S 214株を用いた。 l潟液調裂に当つては，部子

~\'{培養)阪を用いて変汁栄夫培地に +2rc， 241時間培おしたものを減i岩蒸出水で、3回述心洗滋

(3，000 r.p.m. 20分)してからi!lIl的盈を手l'泣い一定濃度の|岩の蒸iftf7](浮説液を作った。 従って

信濃度はj!弘前;監を基準としたものである。 一部の実験を除いては殆と、出菌昆[10mgjcc濃度の

菌液を用いた。特に蒸溜水I宇治液としたのは凍結実験を行う場合，なるべく関与する因子を少

なくして笑験条件を簡単にするためである。

2) 凍結融 J9午

試料を凍結させるには塩化カノレVワムのブライン(…300C)及び液体虫気(-190oC)を使

用した。即ち闘i宇治j夜を試験管(内笹 16mm)に2.0cc入れ，急速凍結の場合は液体空気に，
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綬投凍結の場合はブライシにそれぞれ浸し，前

者では 5分間， 後者では 10分間おいて充分に

その混度に到達させた後，十100Cの水槽lこ入れ

試験管を振挫しながら融jfjltーした。その凍結曲線

はi;f~ 1 r:xliこ示す通りで， これは記掠直流電位差
計(花賞河電機製作所ER-122型)と熱電対(錦・

コYスタンタシ)を用いて測定したものであ

る。

3) 生菌数iHU定

+20'C 

O 

品1

ru: 

→ 100 

-150 

- 190 ，::--.L.-_ 

一 30'C

I誌液をそれぞれ適当な波及=まで稀釈し，そ

れを麦汁j!Jf'k培地にi1:力11して平板培養し， 48r時

間後に認められた築落数を測定した。

o (mjn) 4 6 

11.) IIlJ 

4) 敵陣能及び呼吸能測定法
第1図 書草母菌i皮の凍結曲線

臨時‘能は醗l¥ff時lこ発生する炭酸ガス量，呼吸能はl呼吸時に消費する酸素量で表わした。

i) Warburg検Jr:ij十を用いて発生する CO2:邑;及び吸収される O2量を測定した。使用した
l主ir:I-瀞淡の濃度は実験の明でその都度示すが主として 10mgjccのものを用い，基質としては

グルコースを使用した。 O2量;測定時ではI呼吸時放出される CO2を吸収させるために 20%苛性

加盟液を使用した。即売'各器内組成は全量3ccで次の如くである。

O2消費量測定時

自~ï 字 1Jff ~佼 1.5 CC) 

グノレコース液似在;30)
……主袋

1.0 cc 

苛性加llI!.液 (20%) 0.5 cc……副室

CO2発生量測定時

i誼 j宇治液 1.5 CC) 
-…主~{

グノレコースj夜(M/30) 1.0 ccJ 

三宅 液 オに 0.5 cc……副主

以上の様な反応、系で，陸地機のj抗皮は 270C土o.rc，振盛田数は 1分間約100田として 10分毎
に検庄計の読みを測定し， 60分間振滋して CO2発生;量，及びO2消費量を測定した。

ii) O2消費昆測定 60分後の検圧計の読みから O2消費量を求め，

iii) CO2発生量測定 60分後のj受注計の読みを hとすれば， CO2発生量Xco，は次の式

で表わされる。

却ち h = Xco，lKco， -Xo，IKo， 

h+Xo，/Ko，ニ X¥Jo，/Kco，

X向， = Kco， (h+Xo，lKo) …………........…・………-・・……・・…-…・-…… (1) 
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(1)のXco，が呼吸及び憾酔ーによって発生した CO2の総量である。

式中 Kco;"…CO2の容器恒数

/10，……O2の容器恒数

X(入……O2の消費量(別の容器で測定した値)

h ………KOHのない条件での検圧計の読み

107 

そこで(1)のXC()，から Xoを差引くと，呼吸筒を 1と仮定した場合の駿素気中に於ける臨酵の

みによる CO2発生量が得られる向。

実験成績に於いて示した CO2琵:及び O2:監はいずれも Q日仏， QO.ではなく， 試料の単位容

設についての 60分値であるの これはすべて，対照lこ刈する比較、を問題としていること，菌漉

度の差及び凍結融j呼出iと凍結融解閣に無処理閣を加えたものとの差を論ずる場合に好都合であ

るからである。

5) 放射性向位元素の強度測定法

安汁寒天士布地に予め 20，000カワシト /ccの割合lこ32p又は 14Cグノレコ{ス ('4Cの場合は更

にグノレコースを 3%の割合に加える)を加えてから闘を接種し，十270C，24時間培養後その標

識された菌を 3[i::i]述心洗瀞 (3，000r.p.m. 20分)して一定濃度の|岩液を作った。

この標識された河川省量10mg/ccの菌液を試験管に 2.0cc入れブライン(-300C)又は液体

主気(-190
o
C)で凍結融解した後，全;註を高速度遠心沈澱管lこ移して抽出分封を行った。 fllJち

o2pの場合は Schneider山川法により， うI己ず凍結融j呼出1液を速心沈澱 (9，000r.p.m. 20分)し，

その上iNを試料i既に移して水溶性抽出分剖とし， 更に品t、座を冷-TCA，アノレコーノレ・エ{テノレ，

熱-TCAとj順次に抽出分剖を行い， 最後に残った沈濯を残澄分割とした。 14Cグノレコ{スの場

合は前述と同様の方法で水溶性抽出分割を得た後，熱ーアノレゴーノレ・エ{テノレ抽出分剖のみを行

い， 残 1)の沈誼を務首長分割とした。 以上の様にして試料皿lζ移した各抽出分割を +50
0

Cの電

気乾燥機上lこ載せ， 風乾してから Geiger-MullerCounter (科研製)で 32p及び 14Cグノレ{コス

の放射能強度を測定した。

III.実験成績

実験 E 凍結融j科歯の生残数

10 mg/cc濃度の酵母菌液2.0ccを試験管に入れ， ブライン 第1表 凍結融解閣の生残率

( -300C)及び液体空気(-1900C)で凍結した後直ちに +100Cの

水*17で融解した生残率は第1表{ζ示す通りである。

この表でわかる様に，温度の低い方が生残率も低く， -300C 

では 43.0%であるのに -1900Cではわずかに 1.5%にすぎない。

即ち冷却迷度によって生残闘に差を生ずることは既に知られ } 

凍結処理

Cont. 

300C 

-1900C 

生残率(%)

100.0 

43.0 

1.5 

ている通りであるが，この生残菌のもつ発育能力が果して正常と変っていないか否かを次にし

らべた。
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実験 II 凍結融解[笥の発育曲線

10 mg/ccの菌液を -300C及び -1900Cで凍結融j持した後， 直ちにそれぞれ1.0ccを麦汁

培地49.0cc に加えて培養し(十270C)， 3時間毎又は 6時間毎lこ一部を取り出し， plate count 

法で生菌数を算定して発育 rllb~泉を求めた。この場合始めの生菌数を等しくするために第 1 表の

生残率によって，無処理の対照苗液は 70{割前釈， -30oC凍結融解菌液は 30倍稀釈して， -190 

OC凍結融解菌液の生残酪数と等しくしてから炎汁培地に加えた。

107 

106 

，;:， 

:0' 
~~士

104 

rOJ 

o lhr) 凸 12 呂

(1出廷附 rlij)

1 Coηt 

2 -:)0し

J -1中心'C

24 

第2図 凍結敵解的の発育曲線

30 )6 

結果は第2図に示した機lζ， 無処fI]の対照臨と 300C 凍結語!解!皆は同様の発育曲線を示

すのに対して， -190oC凍結融解菌は約12時間も誘導期が延長している。 しかしそれ以後は

比較的急速にと昇し対照と開じ様な傾斜の対数t%iJ盛期を示した。 このことから -300C処理

の生残菌は無処理対照のものとほほ、同様であるが， -190oCまで処理された生残菌はその発育

の観客されている ζ とがわかる。

民[Jiろ， -190oC凍結融解自主の誘導期が延長することについては， 生残的自身の発育機能に

陣容をうけているか，或いはメジウム中に共存する死滅した間体スは死滅菌休からi民出した成

分が阻害的に働くのかのいずれかであろうと足、われたので，次の様な実験を行った。

実験 III 凍結融j略的の発育が遅延する]塑性!の吟味

1) 死菌及び死!1f，i体よりのiJff-出成分の

a) 死菌及び激出成分を添加した場合

先ず100mg/ccの菌液10.0ccを -190oCで凍結融解15回繰返して的を完全に死滅させ

(plate count 法で確認)，それを遠心沈澱 (9ρ00 r.p.m.20 分)してその上~Uを滋出成分とし，残

誼を2回迷心洗糠 (9，000r.p.m. 20分)してから， 全量10.0ccになるように蒸溜水で再浮説さ

れたものを死菌液として用いた。亦変汁培地としては予め煮つめて 2倍濃度lこ濃縮したものを
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用い，他の実験lこ於ける培地濃度と等しくなる様にした。

次lこ10mgfccの菌液を -1900Cで凍結国I!gjl詳し， その 1.0ccを2倍濃度麦汁培地5.0ccに

加え， 更に蒸溜水， 死菌液スは瀧出成分を 4.0cc加えて全;量:10.0 ccとし， 前述と同様の方法

で発育1111線を求めた。 この場合前回の実験と異なり， 培地量:を 10.0cc Iこしたこと及び交汁

105 

数

f
s
q
u
《
，

L

，づ

2 

2倍波l支麦汁崎地+間体i砂11:1成分
2 ρ 十死商

3ji今週，の'2z:汁培地

103 

o (hr) 24 12 

(土音養時!日])

第3図 死[;¥ii及び蘭体j好出成分を加えた場合の発育曲線

を煮つめて2倍濃度にしたために，これらの影

響が考えられたので，背通の麦?ート培地での発首

位11線も一緒に求めてその影響を調べてみた。

結果は~n 図に示した様に，対照、前，凍結

融解困JJ~(こt()2閃と全く同じ傾向を示し，死菌

及び搬出成分を力~lえた影響はなかった。亦培地

容量の減量及び変汁を濃縮した影も見られな

かった。

b) 凍結融Jo/f，i潟液を稀釈した場合

凍結融jgzn岩波を稀釈することによって，死

!岩及び潜出成分の影響の有無を更に詳しく検討ー

してみた。

10mgjccの凍結融解!岩波(-1900C)を適当

に稀釈してから，その 1.0ccを変汁培地49.0cc 

106 

lu，j 

Ja 

10' 4 

O 12 

(J(; lt l1!r NHl 
24 

第4図 凍結敵島手配iRXを稀釈したj場合の発育曲線

1. 501iJ， 2. 500 f九 3.1，00011}， 4. 10，000 
f告にそれぞれ椅釈
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に加え，菌液の最終濃度が50倍， 500倍， 1，000倍及び 10，000倍稀釈になるようにした。この1

ようにして得た発育曲線は第4図に示す通りである。 今

この図でわかる様に， 菌液を稀釈しでも， やはりその誘導期は第2凶と同様に約12時間

延長した。唯1，000倍稀釈及び 10，000倍稀釈濃度菌液では吏に延長している様にみえるが，こ

れは一般に接種的数が少なくなるほど誘導期が延びるという通例によるものと忠、われた。

以上二つの実験結果からは，死菌及び波出成分のWi害的な作J:J:Jは認められなかった。従っ
て，凍結融jyi，{菌の誘導期の延長は死的又は的体瀞出成分の影響ではなく，生残酷自身の性質の

変化によるものと考えられる。そこで次の検討に移った。

2) 凍結融解後1代培養した閣の発育曲線

まず10mg/ccの凍結融解液(-190oC)を麦

汁培地で十270C，36時間培養した後， 3回述心

洗糠して適当な濃度の菌液を作り，これを更に

麦汁培地に加えて発育曲線を求めてみると第5

悶の通りになる。

この掴に見られる様に，凍結融解i請の誘導

期は延長せず，対照と殆んど同じような発育曲

線を示し，正常に復していることがわかった。

凍結融解後1田の培養で回援することから

もわかる様に，当該菌だけの障害であって，次

の代にはうけつがれない性質のものであり，従

って凍結融解処J11(こよって泣伝的な変質を起し

10守

日

10 
岨AA 

103 

o (hr) 

C。円t.
-190'C 

ー一一」一ー一一一一一一一'--<
12 24 

(J自芯 !I ~i: nn) 

たとは考えられない。 第5図 凍結融解後J{¥)宮廷した闘の発育l防総

3) 液結融j呼J岩を静置した場合の影~~~1~~

a) 凍結融解I岩液をそのまま僻寵した場合 107 

10 mg/cc の凍結融解I~Î液(-190oC)及び無

処理の対照的液をそのまま +270C，12時関野

足してから，支汁培地に加えて発育曲線を求め

ると第6限の通りになる。

この|翠に見られる様lこ，凍結融解菌の誘導

期はかなり短縮しているが，それでも対照に比

較すると約6時間も延長している。

tlj 

105 

数

103 

Cont. 
2 --190 C 

o (hr) 12 

(J品 ftlI!i' nlll 

..L-ーー圃
2斗

長IJち凍結融解処辺直後の菌に比較して+

27
0

C， 12時間勝置によって多少回復するとはい

え，正常にまで戻らないということは，生残菌

自身に何らかの本質的な障害のあることが想像 第6図 凍結融解磁波を勝置した後の発育曲線
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される。しかも変汁培地中での誘導期の延長という ζ とは，その聞に凍結融解によってうけた

障害を修復するのに要する時間であるとも考えられる。次にその点の吟味を行った。

b) 凍結融J9午前(こグノレコーススは燐酸加虫を加えて府ー置した場合

10 mg/ccの凍結融解菌液 (-1900C)を2田遠心洗滅して菌体内からの議出成分をとり除い

た後， 5%グ/レコース液(G)，Mj30 KH2PO.+5%グノレコ{ス液(G+P)，M30 KH2PO.液(P)及

び蒸溜水(W)のそれぞれに再浮併させて再び 10mg/ccの菌液を作った。以上の菌液をまずそ

のまま +27
0
C， 12時間併置してから麦汁培1m

に力IJえ， I}U‘述の方法で発育曲線を求めた。

結果は第7関lこ示した様に， (G+P)および

(G) rtに騨置した場合は， 培地に移植すると直

ちに対数期がはじまり終処理の対照とほぼ同様

な発育山線を示すが (P)及び(W)では誘導期

は明らかに延長し， (W)の如きは約81時間も延

2
3
{
4
3
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(/，i 

105 

J立
) 

103 

12 

(lr~. 1"1: n ，~i' !HJ 'i 

凍結融解閣にグ Jレコース叉は燐駿Jmill
を加えて勝i註した後の発育曲線

1.対Jl札 2.Glucose+KH2PO" 3. Glucose， 
4. KH2PO" 5.蒸溜水

24 o (hr) 

第7図

107 

長したO

wち同様に騨置しでも，
(G)の時では (G十P)のものと向程度に発育は12

時間で完全に間援するが， (P)及び (W)では僅

かしか回復しないことから，発育の回復lこは燐

酸カrrJI!.よりもグノレコースの存1'Eが非常に必要で

あることがわかった。従ってグノレコースは発育

の回復lこエネノレギー源として利用されていると

考えられるので，次lこ僻置jJ4度を変えてみた。

c) 締置温度を変えた場合

前述の様lこして，

そのメジクムが

24 

第8図 勝;n混皮を変えた場合の発育曲線
1.対照 (OOC，27'C)， 2. Glucose (2アC)，
3. Glu巴ose(100C)， 4. Glucose (OoC) 

12 

iJ自 i去J1:t/HJ 

o (hri 

li'i 

10.5 
J辻

103 

5%グノレコースj伎に再浮

泌させた凍結融}持!岩波(-190oC)を +270C，

10
0
C及び OOCで121時間併置し，ス対照として

は処処理の 5%グノレゴース浮治的液を +270C

及び OOCで121侍閥解置した後， 交汁培地に力11

えて前述の方法で発育i防総を求めた。

結果はぢ158匡!に示した様に， $[浮汽期間 1~-1の

誌皮の影響は明らかであり，温度が低くなるほ

ど誘導期は延長した。民IJち， +270Cに於いては

第7悶に示した様に延長しないが，十100Cでは

約6時間， 殊に OOCでは 12時間も延長して，

190
0
C 凍結融J%~菌液を直ちに麦汁培地に加え

十
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たところの発青山綿(第2悶)とほぼ同じであった。 しかし無処理では温度の影響で誘導期が

伸縮する現象は全くみられなかった。

この僻置温度の郁;し、ほど発育の回復が遅れるということは，解在期間中にグノレコースがエ

ネノレギー源として利用されていることである。このことは前に述べた様に，生残I泊ーはそのうけ

た博警の修復を完了してから始めて発育増猫するのであろうとの想像を装詣:きするものと思

。
ャつ

以上の実験結果を要約すると，誘導期の延長の原因は菌液中lこ含まれる死菌やI.fi体iJfj出成

分の影響によるものではなくて，生残的自身の本質的な代謝陣容と考えられる。

実験 IV (qI意同~IMt誌の異化代謝能

酵母の代i謝機能は種々多数あるが， その中で特lこ災化代謝能(醗酵能及びI呼吸能)につい

て，凍結融W"の影響をしらべてみた。
10 mgjccの[岩波を -300C及び -1900Cで凍結融解し， 前述の方法で 60分間の CO2発生

量及び。ζ yi'i'{'(:ffi:そ;目1[定したc

600 
E二コ CO2発生最 (60分{直)
m.J 02 Y信技量

400 A Cont. 
B -30

o
C 

C -190oC 

200 

O 

、vm
 
m
 

A 8 C A B C 

第9図 凍結剛!解菌液の臭化代謝能

結果はおi19[ヌiに示した様に， 凍結~l!194~ーすると CO2 発生量， O2消費量共に低下した。凍結

温度との関係では，-30oC凍結融解菌より -190
oC凍結融解菌の方がはるかに少なかった。即

ち， CO2発生堂では，対照が522.0mm3であるのに対して 30
0Cのものは 358.0mm3， -190 

OC のものは 142.5mm3であり， 又O2消費量では， 対照は 102.0mm3， -30
oC は46.0mm3，

-1900Cは15.0mm3であった。しかし，生残率を CO2 ~'Ý';又は O2 本と比べ， JEt41iが呉佑代初を

行なわないものとして生的一個あたりの異化代謝能を計算すると，第2表に見られる様に，
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第 2表 凍結融解菌の CO2率及びO2率と生残務との比

30"C 

-190"C 

CO2率/生残率 1 O2再三/生残ヰヨ凍結処]狸

1.0 

1.7 

1.0 

1
 

• 1
 

18.3 9.8 

-300C のものは対照 lこ北!I唆してわずか 1~2 倍であるのに， -190oC は約1O~20 倍近くの{肢を

示した。

この結果は， 処理後の生残酷のみが兵化代鮒を行うとすれば， 生残硲iは無処斑i却の約 20

倍近くの大きな代謝能を有することになる。この様な現象がみられるについては次の様な原因

が考えられる。 1)生残関自身の域能が増大したこと， 2)凍結融鮮によって生じた死闘及び歯休

治出成分を生残菌が利用すること， 3)死闘にも代謝作用が残っていること，等でこれらの点を

検討するために更に次の様な実験を行った。

む 凍結融鮮日高波とその生残菌数に等しい無処理正常菌液との比較

死出iZtび瀞I:U成分の影響を見るためには，まず凍結離!解菌液とその生残菌数に等しい無処

理の正常菌液とについて，異化代謝能を比較する必要がある。このためには，生残!省数に等し

い処処理閣液の臭化代謝能を測定し得る ζ とが必要なので， 凍結融鮮には 10mg/ccよりも高

濃度の前液を用いた。

600 仁ごコ CO2発生li1:(60分値)

f?A詔 02ij'ì !l'~話; " 

400 

A Cont. (1 mg 'cc) 
B -1-9~oC (40 mg'cc) 

C Cont. (o.2mg/cc) 

D -190
0

C (20 mglcc) 

200 

(mm3) 

O 

A B C D A B C D 

第10図 凍結磁解樹液とその生残菌数に等しい正常菌液との比較
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I![Jち， 40 mgjcc， 20 mgjccの菌液を -1900Cで凍結融解し，又この生残菌数と開数になる

ような終処理の正常菌液も調製して， CO2量及びO2量を測定した。 この場合生直数はできる

だけ一致させるように努めたつもりでも，どうしても多少の差はできるので.かなり多数例の

実験を行い，処理菌液と正常的液の生菌数の等しいものだけをとりあげた。

その結果は 40mg/cc凍結融解菌液の生残菌数lこ相当する無処理正常菌液は 1mgjcc， 20 

mg/ccに対しては 0.2mg/ccとなり，それぞれの代謝ガス量は第 10閣に示すように，正常iAi液

は凍結融解菌液lこ比較して，はるかに小さい異化代謝能を示した。殊に 0.2mg/ccの正常闘で

は測定し得ぬ程少なかった。

このことからも，凍結融解説iの示す代謝能は生残菌だけによるのではなくて，前記の他の

口、|子も関与しているであろうことが想像される。

実験 V 凍結融解r~iの興化代謝能がその生残菌数に比較して増大している理由の吟味

1) 凍結i融解後 1代培持した闘の異化代謝能

まず 10mg/ccの凍結融M菌液(-190oC)を支汁寒天培地で+270C， 36時間培養した後，

3由連心洗滅して再び 10mg/ccの菌液を作り CO
2量及び O2量を測定すると節目図の通り

になる。

600 

400 

200 

(mm3) 

O 

A B 

E二コ CO2発生活t(60分値)
~02ì均賃'E主

A Cont. 
8 -190oC 

A B 

第11図 凍結副!解後 i代培養した閣の異化代謝能

この図lこ見られる様に，凍結融解留の CO
2量 O2量は対照と沿んど同じような値を示し，

正常に復していることがわかった。

凍結融解後1回のi音養でJFゐ常lこ復することからもわかる様に，処理された時の当該菌だけ

の問題であり，従って凍結融解によって遺伝的な性質の変化を起したために生ずる現象とは考
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生能があるが，それを加算して考えても，

結果は第 12図に示した様に， j\[V~処児の正常的液に比較して， 同数の生菌lこ凍結融解死菌液を

加えたものの方がはるかに高かった。従って凍結融解によって死滅した菌体又は菌体成分が生

残菌の代謝機能に影響を及ぼしていることが想像される。

b) 凍結融解菌液にその生残的数と同数の正常菌を加えた場合

前項の実験で，凍結融解死菌液を加えることによって，生菌の異化代謝能は;増大すること

がわかったが，しかしこの場合は CO2量が60.5から 100になる程度で， 2倍にも達しないくら

いであるから，との増大本から見ると 1田凍

結融解しずこ菌液の代謝能が無処理の正常菌の約

20倍にもなることの説明にはならない。そこで

同じ死菌液でも， 凍結融解1屈のものと 15田

えられない。

2) 死闘及び死的体よりのvff出成分
の影響

a) 正常箇に死i捕液を加えた場企

次に，正常菌に凍結融解完全死菌液を

かiえることによって，正常的の異化代謝能

が如何に影響されるかをみた。

却士;" 40 mg/cc， 20 mg/ccの菌液を凍

結融解(-1900C)15回繰返し， 完全に死滅

させた菌液4.5ccに， l[i;ilだけ凍結融解し

たj易合の生残的数と同数になるように， 10 

mg/cc及び 2mg/ccの正常的液 0.5cc加え

て， CO2:量及びO2量;を測定した。

なお 15回凍結融解死菌液にも CO2発、

仁二コCO，食生お白o分i血)
120 

WlZm 0， ii'm'll: 

80 

40 

)
 
3
 
1
 
n
 
η
 
{
 

。
A B A B 

第13臨 凍結融解樹液に正常爾ーを加えた
場合の異化代謝能

A. IO mgj巴c凍離1.B. A+O.2mgjc巴対照
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叶
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E二コCO，発生:'::(60分伎)
包~ O，il'i1'll止

仏関問
へ BC D~F ABCD t:i= 

第四図 正常菌iこ死菌液を加えた場合の臭化代詩J能

A.lmg(巴巴対照 B. A+40mg/c巴菌凍融15[r1] 
C.40mg/cc 蔚凍融15同 D.O.2mg/巴巴対照
E. D+20mgf巴巴菌凍融 15回
F. 20mg/c巴菌凍敵15問

のものとでは，質的に異なるためではなし、かと

考えられたので，次のような方法で更に検討し

た。

10mg/ccの1由凍結融解菌液(-190oC) 4.5 

cc iこ，更に 2mg/ccの正常菌液0.5ccを加えて

生菌数が2倍になるようにし， CO2発生最及び

O2消費量を測定した。

結果は第13闘に示した様に， 凍結融解菌

液に正常菌を加えたものは，生臨数は 2倍であ

るにも拘らず，凍結融解|岩液だけのものより逆
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に少なかった。 この場合， 0.2 mg/ccの正常菌液の代謝能はわんど測定し得ぬ程小さいもので

あり， また主主初lこ正常菌液を加えたため凍結融解菌液自身は 1/10:註だけ稀釈されているわけ

なので， その分を補正すると 131.5-l31.5 x 1/10宇112.5，11.0-11.0x 1/10キ80というように，

正常菌を加えても加えない前のものと玖んど差がないことになる。従って凍結融解1回の菌液

中の死一信や菌体iJff出成分は生菌に対して何ら影響していないということになる。 しかしこの様

な吟味でもまだ次のような疑問は残る。却ち死r3liや菌体在住出成分は正常菌lこは利用されないが，
凍結融解生残菌によっては利用されるのではないかという ζ とである。この点のj採明は今のと

ζ ろ甚だ国難である。

3) 凍結融解菌液を騨置した場合

10 mg/ccの凍結融解菌液(-190oC)を次のような浮泌液にして， 十270Cで府民し 3時間

毎にその一部をとり出し， CO2:fi1:及び、O2"量を測定した。 即ち無処理の正常菌を対照とし，凍

結融}O/(， したそのままのもの 5% になるようにグノレコ{スを加えたもの，及び凍結融j~午後 2 回

遠心洗縦し蒸溜水に再浮治したもののこれら問者を解註したのである。

120 

CO2発生泣 (60分値)

O 

o Cont. (正常菌)
① i=.T.そのもの
. i=.T.後グノレコースに荷浮滋
() i=.T.後蒸溜水に再浮世詳

80 

斗0

q》
m
 
m
 
O 

o (hr) 3 6 9 I 2 15 

(術:置時間 十27
0

C)

第14劉 凍結融解菌液を縛依した場合の~イ七代謝能

結果は第 14図lこ示した様に， 対照が殆んど変らないのに比較して， 凍結融解出iはi時間の

経過と共lこ異化代謝能は低下し 12時間以後では遂に測定し得ぬ程小さくなった。 このよう

に僻置することによって， {-'¥;謝能が急激に低下することは，凍結融解によって菌は死滅しでも

処理直後では未だ相当に代謝能を有しており，それが時間の経過と共に急、激lこ消失することを
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意味するものと忠われる。しかしこのi易合でも，生残菌そのものの異常代謝を否定するわけに

はゆかない。

以上の笑験結果を要約すると， 凍結融解印、I;'夜の呉化代ITH能(殊に -1900Cの場合)が無処

理の正常的に比較して大きく見える理由は生残菌自身の機能の異常昂進によると考えるより

も，むしろ死滅した的であっても，凍結融解直後では未だ相当に呉化代謝能を右・していると思

われることと，その他一部には生残箇が同じ繭液中に産生された死r*i体やl主i休よりの潜出成分
を基買として利用することによると考えるのが妥当であろう。

実験 VI 32p及び

1町) 3坦2pを月刑Jいた場場-合

予め 32pを含む培地で培技して標識した 10mgJccのl半i液を 300C， 1900Cで凍結融解

した後， 前述の Schneider法によって水溶性分割， 冷-TCA分訓， アノレゴーノレ・エ{テノレ分Jfij，

熱-TCA分剖，残澄分割の 5抽出分訓を行い，各分剖rjJの"'pの強度を;¥11¥定した。

Cont -30'C -190ιC 

IJ( 

f 「
1 121 

41TーrCA 1585 1017 835 

アルコールーエーテA 93 70 72 

熱-TCA 555 535 379 

必長E 180 185 152 

2650 I 2744 I 

第15図 凍結融解処理による細胞組成の変化
(絞字は 32pのrelativeactivityを示す)

2559 

結果は第 15閉lこ示した様に，対照と比較して主な相逃点は水溶性抽出分剖と冷ートリクロ

{ノレ附酸(TCA)抽出分訓のところであり，それら以外の抽出分剥lこはあまり差がなかった。又

…30
0

Cのものと 1900Cのものとの間では， '量的な法は認められたが民的な去はなかった。即

ち対照に於ける分剖では，水溶性分剖は少なく冷-TCA分訓は大きいのに対して，凍結融j呼菌

液では逆lこ水溶性分割は大きく冷-TCA分訓は少なくなっている。このことから凍結融解処理

によって， 低分子の化合物(糖，11ft-離脂肪酸，エステノレ，場基等)が溶出し易くなると考えられ

ナこ。

この点を更に検討するために，予め 32pで標識した 100mgJccの[;si液を凍結融jfJI(，( -190oC) 

10回繰返した後， 水溶性分剖及び冷-TCA分担lを5:1ブタノーノレM酸液(水飽和， pH4.5)を

溶媒として，ペーパークロマトグラフィを行い， この誌をはí1~にニシヒドリン反応させたものの模

写図及びこのi抱坤tから得たラジオ・オートグラムの挟写岡を第 16r:Xl iこ示した。



1I8 坂上康雄

わ

u
m
m
g

h
リ
U

的

mwぬ
W
抑
制
W

臥
開
闘
い
U

A
問
問
。
命
問
問

O 

ヘ-，ーク"マトハう ノヂオ・オー !γ)7

第16図 32pを用いた場合のペーパーク口マトグラフ及び

ラデオ・オートグラフの模写図。スポットの締自

斜線 [':1はそれぞれ発色の強度， 叉は放射能の

強度が，強，普通，弱であることをあらわす。

ζれらの図から次の様なことが観察される。即ち，酵母菌液は凍結融解によって，水溶性

の合燐アミノ化合物が多量に水漆液とな 1)，又終処理では水溶性でない数穫のアミノ化合物

(燐を含まぬ)も水[こ抽出される様になる。 しかも前の実験結果と併せると，凍結融解によって

水溶性化される物質は殆と、無処理疋常菌の冷-TCA分割に属するものであることがわかる。

2) 

1却90ゲ。OC凍結融Wf的91f説古鼠菌iiの誘導;却期守窃}のおくれるのがグノルレコ{スj添呑カ加日lにζよつて正常に復する ζ とや，

32pでの実験で，凍結融鮮によって栴も溶出する ζ とが認められたので， 14CグJレコ{スを用い

てこれらの点についての吟味を行った。

予め

処 I~

1)， 

Cont. 
"l 

19ぃCJlll山土E Cont --190 'c 
1') 

560 

オ九一アルコー )(..'J:.-';"J[. 40 

1>. i事 120 

790 800 610 720 

第17図 凍結融解処尽による級!泡組成の変化
(紋字は 14Cクノレコースの relativeactivityを示す)

(1) 凍結融解l任後 (2) 凍結融解後27'C15時間府松
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解した後，処理直後と +27"C解践 15時間後の 2自にわたり，水溶性分封，熱ーアノレゴーノレ・エ

{テノレ分割，残佳分割の三分iltUとする方法によってその強度を測定した。

結果は第17悶lこ示した様に， 凍結融解直後では対照に比較して水溶性分割のC14一放射能

が増大し，残誼分割は減少，アノレコーノレ・エーテノレ分剖では治んど変化は見られなかった。 ス
15時間後では対照に於いても水溶性分割が多くなり残溢分剖の 14Cは徐々に減少するが，この

現象は凍結融解を行ったものでは著しい。 しかしこの時でも熱ーアルゴーノレ・エーテJレ分担lの

放射能の変化は僅少である。

この実験結果は細胞内の高分子の化合物に組入れられた 14Cが凍結融解処理によって水溶

性化され易いことを表わすものと考えられ 32pによって得られた結果，即ち 32pのときは残誼

分訓の水溶性化は少ないことと異なっている。

次lこ予め C14グノレゴースで標識した 100mg!ccのi岩波を 1回凍結融解(-190oC)した後，

遠心沈澱によって水溶性分割を得， 沈読を 17N塩酸によって部分的加水分解を行い， 対照、と

処理菌の差異をぺ{パ{クロマトグラブィ，ラジオ・オ{トグラブィでしらべた。

八
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第 18図 14Cグルコースを用いた場合のペーパークロマトグラフ
及びラジオ・オートグラフの模写図。 スポットの網目，

斜線，白はそれぞれ発色の強度叉は放射能の強度が，強
普通，弱であることをあらわす。

その結果の摸写図は第四国に示すように， 凍結融解菌液の水溶性分割のぺ{パークロマ

トグラブィではニシヒドリ ン反応陽性の物質とニ γ ヒドリシ陰性の物質の両者が増力11している

がラジオ・オートグラブィによる検出法ではニシヒドリン陽性物質の 14C含量が高くないこと

が示された。 この実験から凍結融解処理はアミノ基を含まぬ高分子の炭素化合物(多紙Jfむ!と，思
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われる)の溶出をも促がすことが知られる。

[蹄] 凍結融解菌;夜中の正常形態を有する菌の割合

凍結融解によって菌体は戎る程度破壊されて消失するが，その破J授による消失が凍結温度

の差によってどのようになるかを， -30oCと 1900Cでしらべてみた。IiIJち10mg/ccの菌液

2.0ccを -300C及び 1900Cで凍結融解した後，それぞれの菌液を 1000倍まで稀釈してから

Thoma血球計算紋に滴下し， 光学顕微鏡でその形態を保ってい
第3表 凍結融解液中の正常

る菌数を算定した。 形態を有する閣の初合

その結果は第3表の逝 1)で，凍結融59!(，iこ於けるi誌の形態保有

率は無処理の対日誌を 100%とすると， -30
QCでは 77.7%，-190 

OCでは 78.6%となり，凍結温度による差は糸んどなかった。 な

おこの算定には泊浸装置を用いなかったので，形態の詳細な観察

は出来なかったが，形態を保っているものと般壊されたものとは

明らかであり，破壊されたものは点状の依片として見られた。

IV.考察

凍結処血

Cont. 

- 30つC

-1900C 

形態保有率

100.0 

77.7 

78.6 

凍結の微生物に及ぼす影響については古くから実験検討され多くの報告があるが，我々の

教室に於いても以前よりこのことについて研究し多くの業績を残している。著者はこの研究の

一部を担当し特に今まで省みられなかった発育に対する影響を検討した。

乙の実験に用いた Saccharomycescerevisiaeは凍結実験を行うには便宜な点が多い。 即

ち， 1)酵母閣は大腸菌などに比較すると凍結処理lこ対する抵抗性がはるかに低いため，凍結に

よる影響がはっきり現われること， 2)ζの菌の形態は大きいので形態的観察が容易であり，従

って比較実験がしやすいことである。

さて 10mgjccの酵母菌液をブライシ(-30oC)及び液体空気(-190oC)で凍結融解したも

のを培養し発育曲線を求めてみると -300Cの場合は無処理のものと同じような発育llir線を

示すが， -190oCでは誘導期は約12時間も延長した。 この誘導期延長については既に述べた

様に，生残留自身の発育機能に障害をうけているか，或いはメジクム中に共存する死滅した出i

体又は死滅i遺体から泌出した成分が阻害的に働くのかのいずれかであろうとユ与えられるが，次

のような実験結果からかなり明らかにされた。即ち， 1)支汁培地lこ死菌及び溺出成分を吏lこ力Ir

えでも発育曲線lこ何らの変化もないこと， 2)凍結融解l器液(-1900C)を高度に術釈しでも，そ

の誘導期は短縮しないこと， 3)凍結融解蔚液をそのまま +270C，12 f時間鮮民した結栄誘導期

はかなり想縮するとはいえ，正常にまで畏らないこと， 4)凍結融解後l凹培持した越の発育!日1

線は無処理の正常i笥と殆んど同じような山棋を示し疋常に復していることから，誘導J砲の延長

は処恕された時の当該菌だ!づの問題であり，その主閣は凍結融解による生悼の障害にあると想

像された。 又 -190oC凍結融jgI(，菌液をグノレゴ{ス液， 燐酸力日虫液及び蒸溜水lこ再i手泌させ 12
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時間解置した実験及びその騨置温度を変えた実験結果はこの想像を裏書きするものと思う。即

ちグノレゴ{ス添加!によって誘導期は著しく短縮し正常に復するが，燐酸加虫のみでは正常に復

しないことは，グノレゴ{スをエネノレギー掠として利用し，凍結融解による障害を修視すること

を意味するのであ人う。従って時百温度が低くなるほど代謝作用が抑制されて修復に時間を要

するため，誘導JiJJの正常に民るのがおくれることになるものと忠われる。なおこの修復には燐

より料が必要であ 1)，修探究了には+270Cで約12時間かかるものと考えられる。

3~~.化代謝能測定 lこ於いては点結前1U%{によって際酵能呼吸能共に低下し， -190oCでは

-300Cより更に低下することがわかった。 しかも凍結融解菌液はそれと同数の生認を右ーする

正常的液よりはるかに大きな代刻能を有することになるが(-30oC ではが~2 倍， -190oCでは

約20倍)，現に実験成結の攻に於いて述べたように，これについては生残繭自身ω機能の昂進，

生野i*iがメジウム1'11の死的スはl五i体併出成分を利用して代謝を営むこと町及び死滅的自身が凍

結融持if直殺ではまだ代謝機能を符存していることの 3 つの j翌由が考えられたが，就t\J~~ 3の問

予が主役をi'6fずるωであろうと赴lf役されるべスこのことは，既にtfO衣lこ示した械に，凍結

融併による死減措と説f~ もわんど形態的な倣壌がみとめられないことからも，機能の被存が推定

されるのである。しかしいずれにしても処JFRljf~液 111 の生白と死闘を厳密に分離できない眠りは

生残i演出身の役割と他のものとをはっきり区別することは悶憾である。凍結融併によって生残

った{料の代謝はかなり正常とY!1P.:ょった様相を註するが，凍結段1!解後1回培養すれば代謝能が正

常lこ復する事実から，この様な変化は発育機能の場合と問機lこ，処理によって障害をうけた当

該菌だけのものであって，次代にまで伝えられる遺伝的な変質でなわことがわかる。

次に凍結露[jfJI(，後ω目、iHよから溶出される成分のペーパ~クロマトグラフィなどによる実験結

果を佐藤によって報告された Bac.meg.のそれと 12)比較してみたい。

放射性冊泣7e京を用いた実験の枯ー果から，凍結融解処理によって細胞の微細構造特lこ肢の

透過性に如何なる変化を生じているかがある程度推定できるので，甚だ興味深い。それは細胞

内に導入された同イ¥b亡すさが凍結処J1flによって水溶性化する現象に於いて 32pと

では処F児Eの影将を受ける分葺剖剖IJが呉なるということである o 即ち 32pを用いた場合は水に可溶

性となる分itHJは冷-TCA可溶性分訓であるのに対し 14Cを用いると熱ーアノレゴーノレ・エ{テノレ

によっておlJ分されない部分が水溶性となり，一見矛盾「した結果であるようにみえる。しかもラ

ジオ・オ~トグラブィによれば 14Cによって標識された化合物で可水器性となる大部分はア三

ノ基を有しない(勿論燐離基も含まぬ)。このことはその化合物が比較的単純な炭水化物であっ

て細目包の去!掃を構成する物質の分屑であろうと推察される
15)。従って凍結融解処JIIが細胞衣服

を破壊し，無処Jlll的では水lこ溶出されない iii-TCA可溶性の比較的低分子の燐酸化合物を容易

に透逃せしめるように変化させることを予想させる。しかし単純な炭水化物のみが細胞衣同の

主たる構成要素と三与えるわけにはいかなし、から，凍結融M{が如何にして細胞構造を損傷するか

についての充分な抗拠を 1~}でいるとは云い難い。

ところで本実験及び Bαc.meg.による佐藤の実験で共通な結果は， 細胞内の脂質又はそ
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れに類する物質内に導入された 32pは凍結処理によって水溶性にならないということであるつ

ζれは脂質に類する化合物には燐酸やクノレゴ{ス中の炭素が導入され難いことと関連を存する

ことかも知れない。 実験に用いた酵母及び Bac.meg.は定常期のものであるから貯蔵脂質が

少ないと予想され，細胞のかなり強自な構造として存在する脂質のみしか存在せず，それは凍

結融解によっては治んど解離されないのか或いは解離されでも水に不溶という脂質本来の性質

によって紬胞内にとどまっているのかの何れかであろう。蛋白質に結合している脂質は凍結融

解によって解離することが知られているが問，ここに行った実験では多量の Pポ蛋白を含む細

胞を扱わなかったから関J:li性を論議することは出来ない。

最後に各実験成結の関連性について述べると， -190oC凍結融解I岩波の誘導期延長は生残

菌自身の障害によると考えられたが，抽出分訓及びぺ{パークロマトグラブィの実験に於し、て

低分子の化合物及び2種類の水溶性のアミノ化合物の溶出が見られ，一方凍結融解i岩波ω光学

制微鏡的観察でi岩の大多数は元の形態を保っている ζ と及び14Cを用し1たラジコf・オートグラ

ブィからは単純なる炭水化物が見られることと考え合せて，この障害は細胞!肢の部分的破損に

よる!撲の透過性の増大であると想像される。 凍結融解i諸液をグノレコ{ス液に再浮滋させ 12時

間s際置した結果誘導期は正常に復することから，グノレゴースをエネノレギーitr;tとして利用し， う

けた障害を修復するものと考えたが，異化代謝能測定に於いて明らかに生残闘が利用すると忠

われる菌体潜出成分を除くと， 誘導期はやはり 12時間も延長することは， この考えそ更に兵

きすると思う。

以上のように本実験の結果に含まれる問題を考察したが，凍結融解処理によって酵ほ細胞

に与えられる障害には穏々の程度があり，生残蔚でも誘導期の延長という現象に示されるよう

な機能的変化が見られ，細胞構造が破壊されるにしても，限られた種類の物質が水抽出され易

くなるというように特定の構造に強く現われることは，凍結処理の問題を追求するのに重要な

子;怒りを与えるものと思われる。しかしまだ多くの問題が残っており，吏に今後の研究にまた

なければならないものと考えている。

V.結 言

微生物について凍結融鮮の発予言及び代初に及ぼす影響を見るために Sacch.cerev.を用

いて検討した結果次の様な結論を得た。

1) -30oC凍結融j係閣は無処理の正常菌と同械の発育I!JI線を示すが， -190oC凍結融解IAi

の誘導期は約四時間も延長した。 この誘導期延長の原因は，玄二汁iif:l:l自に死l誼及び!者休瀞出成

分を更に加えても凍結融jo/I{I桁夜をi¥!li&1こ稀釈しでも発育1111線lこ何らの変化のないこと，凍結融

解菌液をそのまま +270C12時間僻援すると， 誘導期はかなり短縮するが正常にまで民らない

ことなどから，凍結融解による生菌自身の障害にあると想像される。又凍結融j昨信液にグノレコ

ースを加えて12時間静置した結果， 誘導期は著しく短縮し正常に復することから， グノレコー

スをエネJレギ-i原として利用して障害を修復するものと考えられた。
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2) 異化代議i能については，凍結融j鮮によって醸酵能 uヂ吸能共lこ低下し，殊に -1900C

のものは -300Cのものより更に低下することをみとめた。 しかも 1900C凍結融j終的液は正

常菌液に比較すると生語数の部にしてはるかに大きな代謝能を有する。これは正常的lこ死菌液

を加えたり，凍結融解[諸液に正常闘を加えたりして検討した結果，生I笥は明らかに死;岩及びl語

体併出成分を利用していると思われたo +27
0

C解読で正常菌はず白んど変らないのに凍結融解

的の代謝が急[こ11;¥;下することと，凍結融鮮による死滅菌であっても形態的には殆んど破壊がみ

とめられないことから，死滅的にも処珂!直後にはまだ代謝機能の残存していることが推定され

Tこ。

3) 32p及び 14Cグノレゴ{スで標識された凍結融解i笥液の抽出分剖及びぺ{パ{クロマト

グラブィによって， 低分子の化合物(十九 uff-離脂肪酸，エステノレ， j:主基等)及び司水溶性の 2

穣類のアミノ化合物ω溶出が見られた。 凍結融jO/~闘の形態とラジオ・オートグラブィの成績と

を考え合せて，細胞m完の透過性の増大が想像された。
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R白ume

Until the present date a few studies by other investigators have been rnade con-

cerned with the e妊ectsof freeze-thawing on the cell structure of rnicro-organisrns， but 

effects on their growth have not yet been rnade clear. 

The following experirnents were carried out by the author in order to elucidate the 

behavior of yeast cells in their growing and metabolic process巴sas inftuenced by freezing 

and thawing. 

Lag phase in grO¥九rthcurve of cells frozen at 1900C and thawed was prolonged as 

long as 12 hours， while the lag phase of the one treated at -30oC was identical with 

that of norrnal untreated one. As a result of experirnents repeatedly perforrned by the 

use of various treatrnents to clarify the reason for such a fact， it was found that the 

prolongation of lag phase is required for the cellular structur巴sto recover frorn destruc-

tion caused by freezing and thawing and that glucose is utilized as a substrate， pre-

surnably as one of the energy sources， at this phase 

Activity in ferrnentation and aerobic respiration of yeast cells was reduced by 

freezing and thawing， in particular， by freezing at -190oC rnore than at -30oC. The 

ratio of rnetabolic activity of the cell sus阿部ionstreated at -190oC to nurnbers of cell 

survivors i.n the sarne rnaterial was greater than that in norrnal ones. According to 

several investigations undertaken to explain this fact， it was assumed that even the dead 

cells in the treated suspensions rnight to some extent retain their catabolic activity for 

a short tirne and that the dead cells and/or cell fragrnents rnight be ernployed by living 

cells for their catabolic rnetabolisrn as substrates. 

Using radioactive glucose， of which the carbons were labelled with 14C， and phos-

phate (32P04)， paper-chrornatography and radio-autography of the cell fractions extracted 

frorn norrnal and treated rnaterials wer巴 perforrned. The results thus obtained were as 

follows: water solubility of sorne of the cell constituents was increased by freezing and 

thawing， so that the water soluble fraction in the treated rnaterials contained substances， 

which were low in rnolecular weight， such as sugars， fatty acids; esters and arnino corn-

pounds， rnore in arnount than those in the untreated ones. In particular， the two of 

sorts of arnino cornpounds becarne rnore soluble in water due to freeze-thawing. Con-

sidering the relationship between such an extractability of cell cornponents and the 

destruction of cells， it was assurned that the perrneability of cell rnernbrane was 

increased by freezing and thawing. 


